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RNAi 和 取 食 不 同 品 种 水 稳 后 白 背 飞 改 多 铜 
氧化 酶 4 基因 的 表达 差异 及 生物 学 效应 
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(中 国 农业 科学 院 植 物 保 护 人 研究 所 , 植物 病虫害 生物 学 国家 重点 实验 室 , 北京 100193) 


摘要 :【 目 的] 分析 RNAi ARAR A kK ARKA Sogatella furcifera 多 铜 氧化 酶 4 
( multicopper oxidase 4，MCO4) 基 因 的 表达 差异 和 生物 学 效应 ,以 期 为 该 基因 的 功能 研究 提供 理论 
依据 。【 方 法 】 通 过 生物 信息 学 技术 方法 分 析 白 背 飞 乃 MCO4 基因 的 核 茜 酸 和 氨基 酸 序列 ;利用 
RNAi 技术 沉默 白 背 飞 虱 3 HE i MCO04 基因 ,检测 显 微 注 射 法 和 饲 喂 法 的 沉默 效率 ， 
因 被 干扰 后 对 白 背 飞 妇 3 龄 若虫 存活 率 的 影响 ;和 白 ET 不 同 抗 性 水 稳 品 种 24 有 后 , 采 

用 RT-qPCR 检测 其 体内 MCO4 基因 表达 量 的 变化 ,并 统计 其 体重 。【 结 果 】 白 背 飞 乱 MCO4 基因 的 
核 昔 酸 序列 全 长 为 2 166 bp ,编码 721 PARR, we MCO4 基因 的 RNAi 可 成 功 沉默 
4 ts 4j MCO4 基因 , 且 沉 黑 效 率 远 高 于 饲 喂 法 。MCO4 基因 被 RNAi 沉默 后 白 背 飞 虱 3 ARE SR 
存活 率 显 著 低 于 正常 若虫 的 。 与 取 食 水 稳 感 虫 品 种 TNI 相 比 , 取 食 水 稻 抗 虫 品 种 IR26 的 成 忠 
MCO4 基因 表达 量 显 著 增 加 , 且 成 吕 体 重 显著 降低 。 【结论 】 显 微 注 射 法 可 以 更 好 地 干扰 白 背 飞 虱 
MC04 基因 的 表达 。 沉 默 MCO4 RATAREA 龄 若虫 的 存活 率 有 显著 影响 ,我 们 推测 MCO4 X 
因 在 白 背 飞 虱 取 食 水 稻 中 具有 重要 的 作用 。 

关键 词 : 6 6A UR: 多 铜 氧化 酶 4; RNAi; 显 微 注射 法 ; RIA 
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Differential expression of multicopper oxidase 4 gene and biological effects 
after RNAi and feeding on different rice varieties in Sogatella furcifera 


( Hemiptera: Delphacidae ) 

JIA Hao-Kang, LIU Yu-Di* , HOU Mao-Lin (State Key Laboratory for Biology of Plant Diseases and 
Insect Pests, Institute of Plant Protection, Chinese Academy of Agricultural Sciences, Beijing 100193, 
China) 

Abstract: [ Aim] The study aims to analyze the expression difference of multicopper oxidase 4 gene and 
the biological effects after RNAi and feeding on different rice varieties in Sogatella furcifera, so as to 
provide a theoretical basis for fundamental function research of this gene. [Methods] The nucleotide and 
amino acid sequences of MCO4 gene were analyzed by bioinformatic methods. The MCO4 gene in the 3rd 
instar nymphs of S. furcifera was silenced by RNAi, the silencing efficiencies of microinjection method 
and feeding method were compared, and the effect of RNAi of MCO4 gene on the survival rate of the 3rd 
instar nymphs was studied. After feeding on rice varieties with different insect resistance for 24 h, the 
changes in the expression level of MCOA in S. furcifera adults were detected by RT-qPCR , and their body 
weight was detected. [Results] The full-length cDNA of MCO4 gene is 2 166 bp, encoding 721 amino 
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acids. RNAi by microinjection method successfully silenced the MCO4 gene of S. furcifera, with much 


higher silencing efficiency than that by feeding method. The survival rate of the 3rd instar nymphs with 


silenced MCO4 was significantly lower than that of the normal nymphs. Compared with the adults fed on 


the susceptible cultivar TN1, the adults fed on the resistant variety IR26 had significantly higher 


expression level of MCO4 and significantly reduced body weight. [ Conclusion] Microinjection method 


can more efficiently silence the MCO4 gene of S. furcifera. Silence of MCOA gene has significant effects 


on the survival rate of S. furcifera, and we speculate that MCO4 plays an important role in feeding of S. 


furcifera on rice. 


Key words: Sogatella furcifera; saliva; multicopper oxidase 4; RNAi; microinjection method; feeding 


method 


HE Km Sogatella furcifera 是 危害 水 稻 的 重要 
刺 吸 式 害 虫 ,其 成 虫 和 奉 虫 不 仅 能 取 食 各 个 生育 期 
IKRE ,还 能 传播 多 种 水 稻 病 毒 病 ,给 水 稻 的 生产 于 来 
巨大 的 经 济 损失 ,严重 威胁 痢 我国 的 水 稳 生 产 ( 沈 
TUER, 2003) 。 化 学 农药 的 长 期 使 用 ,不 仅 造 成 日 
育 飞 乱 的 抗 药 性 逐渐 增强 ,还 给 环境 市 来 了 难以 佑 
量 的 影响 。 利 用 RNA 干扰 发 掘 高 效 专 一 性 基因 ,为 
害虫 的 防治 工作 开 订 新 的 途径 。 

多 铜 氧化 酶 4(multicopper oxidase 4, MCO4) 在 
动物 、 植 物 `. 细 霄 、 真 销 中 都 有 分 布 。 多 钢 氧 化 酶 家 
族 包 括 漆 酶 (Loera Corral et al., 2006 ) HE2 R AAM 
酶 .抗坏血酸 氧化 酶 和 一 部 分 金属 氧化 酶 (Ye et al., 
2015 ) 。 多 铜 氧 化 酶 在 昆虫 的 进化 和 结构 上 发 挥 厦 
重要 作用 。 据 目前 的 研究 , 虫 漆 酶 (laccase) 在 昆虫 
表皮 的 便 化 (Andersen et al., 1996; Kramer et al., 
2001) 、 木 质 素 和 角质 层 轰 制 的 降解 ( Hoegger et al., 
2010) .昆虫 的 免疫 反应 (Gregorio et al., 2001) 以 及 
取 食 过 程 中 有 毒物 质 的 新 陈 代 谢 上 (Dittmer et al., 
2004) 发 挥 厦 重 要 作用 。 抗 坏 血 酸 氧 化 酶 是 植 食性 
昆虫 氧化 防御 反应 的 重要 组 成 成 分 ,在 昆虫 与 植物 
的 取 食 互 作 中 发 挥 着 重要 作用 。 目 前 在 褐 发 乔 
Nilaparvata lugens B4) 25 rp H PE Wir d dH: ps] 2H P Zi 
15 Z5] SUIS EDS. 7 个 ,分 别 是 MCO1 - MCOT 
(Ye et al., 2015) 。 其 中 MCOI 和 MCO2 是 保守 基 
因 ,MCO1 在 宰 飞 剧 大 多 数组 织 中 表达 ;MCO02 主要 
在 表皮 中 表达 ,并 在 旷 皮 期 达到 表达 高 峰 ;WMCO3 在 
成 虫 的 卵巢 中 特 弄 表达;WMCO4 TET X ELE TER HE 
各 个 发 育 阶 段 中 表达 ;MC05 主要 在 4 龄 若虫 的 中 
肠 内 短期 表达 ;MC06 与 MCO2 的 表达 模式 相似 ,其 
KAHI KAHI D A A R YK A (Bento et al., 
2005) ;而 MCO7 主要 在 肠 道 和 马 氏 管 中 表 达 (Li et 
al., 2016) 。 本 实验 室 已 有 的 检测 结果 发 现 MCO4 
AED EFE. CUI de Az ESTE IPIS TE ER UE 



















































































异 表 达 , 通 过 对 白 背 飞 避 上 肉 雄 成 虫 唾液 腺 RNA 的 提 
取 和 测序 ,我们 获得 了 白 背 飞 起 MCO4 基因 的 全 长 序 
列 (GenBank 登录 号 : KU764431) (Li et al., 2016) 。 

RNAi 是 人 研究 基因 功能 的 重要 工具 ,日 前 主要 使 
用 的 干扰 方法 有 浸泡 法 、 人 饲 咀 法 和 显 微 注射 法 
(Zhang et al., 2010) 。 由 于 受 昆 虫 种 类 、 体 型 RA 
阶段 以 及 其 他 因素 的 影响 ,不 同 干扰 方法 的 干扰 效 
率 会 有 较 大 的 差异 。 依 据 白 青 飞 乱 的 生物 学 特性 ， 
本 研究 选择 人 饲 喂 法 和 显 微 注 射 法 导入 MCO4 
dsRNA ,检测 不 同 导入 方法 的 沉默 效果 以 及 MCOA 
基因 被 干扰 后 对 白 背 飞 融 存活 率 的 影响 ,同时 进 一 
步 检测 了 白 背 飞 剧 取 食 不 同 的 抗 感 水 稻 品 种 后 对 
MCO4 基因 表达 的 影响 和 生物 学 效应 ,以 期 探索 多 
铀 氧化 酶 基因 的 后 物 学 功能 ,为 日 背 飞 翅 的 科学 防 
治 提供 参考 。 

















1 材料 与 方法 


1.1 供 试 昆 虫 与 植株 

本 实验 中 供 斌 昆虫 白 背 飞 恒 是 由 2015 年 采集 
于 广西 省 桂林 市 兴安 县 的 原始 种 群 扩 繁 得 到 ,在 80 
Hj; EKE (50 cm x50 cm x50 cm) NHA EEk 
fé f CENT) 群体 饲养 于 人 工 气候 箱 ( 温 度 27 €1'C, 
相对 湿度 7596 ~80% , 光 周 期 16L: 8D) 中 ,饲养 10 
代 以 上 。 本 实验 采用 的 水 稻 品 种 为 感 虫 品种 TNI 
以 及 抗 虫 品种 IR26 和 IR36 共 3 个 品种 的 分 药 期 水 
TEL o 
1.2. 主要 试剂 

总 RNA 提取 试剂 盒 Trizol Reagent WA E 
Invitrogen 公司 , 氧 仿 、 异 戊 醇 均 为 国产 分 析 纯 , 反 转 
RANE Fast Quant RT Kit 购 于 天 根 生 化 科技 有 限 
公司 ,质粒 提取 试剂 盒 为 Axygen 公司 产品 , dsRNA 
rA HS MEGA Script T7 Transcription Kit 为 
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Thermo Fisher Scientific 公司 产品 ,水 饱和 酚 购 于 北 
MEPA RAT 
1.3 EZ KA MCO4 基因 的 序列 分 析 
基于 之 前 获得 的 白 背 飞 乱 MCO4 基因 的 全 长 序 
JI ( GenBank 登录 号 : KU764431 ) (Li et al., 2016), 
通过 SignalP 4. 1 Server ( http: // www. cbs. dtu. dk/ 
services/SignalP/ ) 预测 MCO4 4& FA If] fei ^ HK UJ Ds 
位 点 。 用 TMHMM Server v. 2. O( http: // www. cbs. 
dtu. dk/services/TMHMM/ ) 对 该 蛋白 的 跨 膜 区域 进 
行 预测 。 通 过 ExPASy ProtParam Tool( http: // web. 
expasy. org/protparam/ ) {R M| & A E] 4; T e A E FB, 
点 。 通 过 搜索 该 蛋白 的 Uniprot 数据 库 ( http: // 





www. uniprot. org/) 预测 功能 保守 区 域 和 铜 结合 位 
点 。 用 NCBI BlastX (https: // www. ncbi. nlm. nih. 
gov/ ) XF MCO4 基因 核酸 序列 进行 同 源 性 检索 ,然后 
应 用 ClustalX2 软件 进行 序列 相似 性 分 析 。 采 用 
MEGA 5. 0 软件 利用 最 大 邻接 (neighbor-joining， 
NJ) i£ , Bootstrap 值 设 置 为 1 000, 构 建 系 统 进化 树 
( Tamura et al., 2013) 。 
1.4 引物 设计 及 合成 

根据 白 背 飞 恒 转 绿 组 数据 库 MCO4 基因 核 苷 酸 
序列 ,利用 Primer5. 0 软件 设计 MCO4 基因 扩 增 引 
物 ,RT-qPCR 和 dsRNA 引物 由 上 海 生 工 生 物 有 限 公 
司 合成 ( 表 1) 。 

















R1 本 研究 所 用 引物 信息 


Table1 Information of primers used in this study 








基因 引物 序列 (5 -37) 产物 大 小 (bp ) 用 途 
Cene Primer sequence Product size Purpose 
MCO4 F: CITCATACCTCGTAGCGGATT T 基因 扩 增 
(250-F, 1702-R) * R: GTITCACAGTGTTGGTCATTGG Gene amplification 
F: CCCTTCTGCTGTACACGGAT 
MCOA 199 
R: CCCAATGCTGCCAACTGATC 
F: CAAGATGAGAGCCGTGTA 
L9 142 RT-qPCR 
R: CGAGTTGGTAACAGTGAC 
Hi F: GCGACTTCATCCGTTCCA T 
R: CACTCTAGCCACTGTTCCTT 
MODI F; taatacgactcactatagggA AA ATGGTATGGGAGGGTCTA sgo 
R: taatacgactcactatagggGCAACTGTCTTCGGTTGTGTAT dsRNA 合成 
GRE F; taatacgactcactatagggGGAGA AGAACTTTTCACTGG 564 dsRNA synthesis 
R: taatacgactcactatagggzAGTTGAACGGATCCATCTTC 


“引物 在 序列 中 的 位 置 Location of the primers in the sequence. 小 写字 母 表示 T7 启动 子 序列 。Lowercase letters stand for T7 


promoter sequence. 


1.5 cDNA 的 合成 

使 用 总 RNA $i BOLD GEO EP TP EUR 
RNA, cDNA 第 1 链 的 合成 按照 反 转 录 试 剂 盒 Fast 
Quant RT Kit 试剂 盒 说 明 书 进行 。 
1.6 ÁF KE, MCO4 基因 的 沉默 及 效率 检测 

利用 MCO4 基因 扩 增 引物 验证 基因 全 长 ,并 以 
FH KA cDNA ZB, AE Km MCO4 dsRNA 和 
GFP dsRNA 体外 合成 参照 MEGAscript T7 
Transcription Kit 试剂 盒 的 说 明 书 进行 ,利用 196 的 
珠 脂 糖 凝 胶 电 泳 对 dsRNA 进行 电泳 检测 。 

饲 喂 法 :根据 褐 飞 乱 人 工 饲 料 喂养 方法 , 取 直 径 
3 em, 5 em 两 端 开口 的 透明 玻璃 管 ,将 玻璃 管 的 

-器 用 单 层 Parafilm® M 膜 包 圳 ,从 开口 的 另 一 端 用 

吸虫 管 移入 50 头 3 龄 吾 虫 ,接着 用 单 层 Parafilm M 
REUX ,用 移 液 枪 注射 5 mL 人 工 饲 料 , 再 用 为 一 片 
Parafilme M 膜 贴 附 在 液体 饲料 上 重复 封口 。 倒 置 





























试管 轻 招 试管 底部 ,使 白 背 飞 虱 3 龄 徊 虫 聚集 在 有 
人 工 饲料 的 一 端 。 将 玻璃 管 平 放 于 人 工 气 候 箱 中 
(温度 27 +1°%C ,相对 湿度 75% ~80% , 光 周 期 16L: 
8D) ,每 24 h 更 换 1 次 饲料 。 为 了 明确 干扰 效果 的 


最 佳 天 数 , 分 别 收集 取 食 含 0.5 pg/pL dsMC04 人 

工 饲 料 2, 4, 6 和 8 d 后 的 白 背 飞 必 3 龄 若虫 各 3 
头 , 同 时 以 饲 喂 含 dsGFP 人 工人 饲料 的 白 背 飞 乱 3 dh 
在 虫 为 对 照 。 


显 微 注 射 法 : 取 50 LAF KA 3 龄 在 虫 ,利用 
TransferMan NK2 型 显 微 注 射 仪 咒 (Eppendorf ,德国 ) 
将 dsRNA 注射 到 虫 体 的 腹部 前 胸 和 中 胸 节 膜 间 。 
每 头 注 射 50 nL dsRNA(4 ug/uL)o w Æ dsMCOA 
和 dsCzZP 组 ,注射 后 将 同 批 次 的 白 背 飞 和 到 3 RAR 
移 人 人 工 气 候 培 养 箱 内 新 鲜 的 TNI 水 稻 上 恢复 24 
h, 用 于 下 一 步 实 验 。 将 未 进行 任何 处 理 的 白 背 飞 二 
3 龄 在 虫 饲养 于 相同 环境 中 ,作为 CK 组 ,用 于 检测 
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MCO4 沉默 对 日 背 飞 乔 存 活 率 的 影响 。 

RNAi Jb JE: F1 €x cDNA 合成 同 1.5 市 。 
利用 RT-qPCR 检测 RNAi AbH JS H A KA MCO4 基 
因 的 表达 水 平 ,判断 饲 别 法 及 显 微 注 射 法 的 干扰 效 
果 。 以 核糖 体重 白 L9 (ribosomal protein L9 ) 和 核糖 
体重 白 LIO (ribosomal protein L10) 基因 作为 内 人 参 基 
因 进 行 RT-qPCR, RT-qPCR 的 反应 体系 : SYBR 
Premix ExTaq'^ (2 x) 10 uL, E Jz [5] 5| 4j ( 10 
umol/L) 各 0. 4 uL, ROX Reference Dye (50 x ) 
0.04 uL, cDNA 模板 (20 ng)4 AL, 超 纯 水 补足 至 20 
pL, RT-qPCR 反应 程序 : 95% 2 min; 95*C 10 s, 
60C 31 s, 40 个 循环 。 

1.7 MCO4 基因 沉默 后 白 背 飞 虱 存活 率 检测 

收集 1.6 节 显 微 注射 dsWMCO4 和 dsCFP 以 及 未 
经 任何 处 理 的 CK HS ETE C 3 龄 在 虫 1 d 后 活力 
PORAJ 15 头 试 虫 转移 到 分 刻 期 的 TN1 水 稻 上 , 连 
续 观 察 7 d, 统 计 每 天 的 存活 数 和 死亡 数 ,及 时 清除 
死亡 个 体 ,计算 存活 率 , 每 个 处 理 重复 3 次 。 

1.8. 取 食 抗 虫 和 感 虫 水 稻 品 种 后 白 背 飞 剧 MCO4 
基因 的 表达 量 检测 

将 初 羽化 24 h AHJAR Kg, HE jx, dee 10 
头 分 别 饲养 于 IR26 和 IR36 2 个 抗 虫 水 稻 品 种 上 ， 
以 饲养 于 TN1 水 稳 敏 感 品种 上 的 雌 、 雄 成 虫 作为 对 
照 ,每 个 处 理 设置 3 个 重复 , 取 食 24 h 后 ,利用 
TRIzol Reagent 提取 试 虫 的 RNA ,利用 天 根 反 转 录 试 
剂 盒 将 RNA 反 转 录 为 cDNA。 利用 RT-qPCR 检测 
FH KARERA IR26, IR36 和 TNI. 品种 后 
MCO4 基因 的 表达 量 。 利 用 ABI 7500 Real-Time 
PCR System( Applied Biosystems, Foster City, CA, Æ 
) 进行 表达 量 的 RT-qPCR 检测 。RT-qPCR 的 反应 
体系 : SYBR Premix ExTaq (2 x )10 pL, 正 反 向 引 
W (10 pmol/L) 各 0. 4 uL, ROX Reference Dye 
(50 x ) 0.04 uL, cDNA 模板 (20 ng)4 pL, 超 纯 水 
补足 至 20 pL。RT-qPCR 反应 程序 : 95% 2 min; 
95*C 10 s, 60C 31 s, 40 个 循环 。 反 应 后 进行 熔 解 
曲线 分 析 ,排除 了 特异 性 PCR 产物 的 污染 。 用 ABI 
7500 Software v2.0. 5 软件 (Applied Biosystems, CA, 
美国 ) 进行 数据 记录 和 分 析 。 用 灭 阔 的 超 纯 水 代替 
cDNA 模板 作为 空白 对 照 , 共 设 置 3 次 生物 学 重复 。 
以 19 和 Z10 作为 内 参 基 因 进 行 相对 定量 。 

1.9 取 食 抗 虫 和 感 虫 水 稻 品 种 后 白 背 飞 虱 成 虫 体 
重 测定 
KEAR BL I 龄 奋 虫 ,每 重复 3 头 ,分 




















别 接种 到 IR26 和 IR36 2 个 抗 虫 水 稻 品 种 上 ,以 接 
种 到 TNI KE RR ERU ELTE Cm 1 龄 若虫 作为 对 
BR ,每 个 品种 设置 25 个 重复 。 每 3 d 更 换 1 次 水 
TE ,直至 饲养 至 成 虫 ,分 别 记录 其 雄 虫 . 雌 虫 的 体重 。 
1.10 数据 分 析 

利用 C. 值 相对 定量 法 计算 MCO4 基因 的 相对 
表达 量 , 将 对 照 组 白 背 飞 臣 MCO4 基因 表达 量 数值 
设 为 1 ,其 他 样品 表达 量 根据 与 对 照 组 的 比例 进行 
分 析 。 所 有 数据 分 析 都 用 SPSS 20. 0 数据 分 析 软 
件 , 采 用 单 因素 方差 分 析 (ANOVA, P «0.05) 进行 
分 析 。 实 验 结果 以 平均 值 上 标准 差 (SD ) 表示 ,利用 
SPSS 软件 中 Independent-Samples 了 检验 进行 独立 样 
7k t 检验 ,P<0.05 表示 差异 显著 。 
































2 结果 


2.1 AEKA MCO4 基因 的 序列 分 析 

HE KEL MCO4 基因 的 开放 阅读 框 长 2 166 
bp ,编码 含 721 个 氨基 酸 残 基 、 分 子 量 为 80.7 kD 的 
EH, 该 和 蛋白 质 的 等 电 点 为 6. 03, SignalP 和 
TMHMM 的 预测 结果 表明 , MCO4 和 蛋白 具有 分 泌 信 
号 肽 ,前 切 位 点 位 于 NN 端 第 36 和 37 个 aa 之 间 , 没 
有 跨 膜 区域。 因此 ,该 蛋白 很 可 能 是 白 背 飞 恒 的 唾 
WU MEE. BEHRA 3 个 多 铜 氧化 酶 的 保守 区 
域 以 及 1 个 铜 离子 结合 位 点 (图 1)。 
2.2 BE tà MCO4 基因 的 进化 分 析 

HAF Km MCO4 基因 序列 在 NCBI 核酸 数据 
库 进 行 BlastX 比 对 ,应 用 ClustalX2 软件 进行 序列 相 
似 性 分 析 ,找到 与 目的 基因 相似 度 较 高 的 其 他 昆虫 
的 氨基 酸 序列 。 结 果 显 示 , 目 的 基因 与 其 他 昆虫 的 
相似 度 较 高 ,已 报道 的 褐 飞 乱 MCO4 5 EE ER 
MCO4 的 氨基 酸 序列 一 致 性 高 达 78% 。 利 用 MEGA 
6 软件 和 NJ 方法 构建 了 不 同 目 昆虫 MCO4 的 系统 
发 生 树 , 从 系统 发 生 树 中 可 以 看 出 白 背 飞 虱 与 褐 飞 
乱 聚 为 一 文 , 文 持 率 为 100% (图 2)。 
2.3 dsRNA 的 合成 

根据 试剂 盒 说 明 书 合成 MC04 和 GFP 基因 的 
dsRNA 然后 纯化 。dsRNA 的 浓度 用 紫外 分 光 光 度 
计 检 测 ,两 者 浓度 均 用 RNase-free H,O 稀释 到 需要 
的 浓度 。 用 1% B's We SE e FL DK ETT T I), Fa VK 
结果 显示 已 经 得 到 了 对 照 基因 GFP 的 dsRNA (524 
bp) RIETI Ks MCOA 的 dsRNA (583 bp) 特异 条 市 
(图 3) , 即 可 以 用 于 后 续 实 验 。 
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atgtccaggactgctatcttgaatccactaaatggatgcgagagptgaaaatgttttgttactgetctt 
R T A I N P LN G C E 





ceattggaatcacgctaaacttacatgragtatatzrgtgctggagaagaaata 
T -L N HG V. Y G AJG E E I 





aatgagcaaaacccgccaggcggcttcatacctcgtagcggatttggaggtgactgcgaggctgaaaaaaaaaaactggatccattgtccaagtaccttcagcctgatgacattgccagt 
N EQ N PP GGF I P R SGF GG D CE AE K K KL DP L SK Y L QP DD 1A S 
E£ga8aaatatgattttcttactccggcaccaaattcaacactatgcacaagaccttgcaagaggaatgatccgaaaatttgctactataagtttgatgtggatcgtttcgctacaatggga 
GK Y DF L TP AP N STLCTRP CK R N DP K ICYYEKFDVDRFA TAG 






ttgocttgcoggeaatgocotaatccestegegcegtgteacegaguu E CAE 
L PC REK CP NP IEQCNR [ 


caagtstgtgagggagacacaatagtagttgatgtgaaasarggtatgggagggte ct accatcacaattcactggcatggtttgactcaaact ggcacacccoat atggatggggtacet 





rrp 


Egcagtctgatagtacgacaaccggacaatcaacagcattacagaaatttatatgattatgatttgccttcacatattatcttcctacaagattggctacacataactgccgatgagttc 






N QQ HYR NL Y DY DLP S 
tatcagggattgagaaataacccggtgEEgEatttacctaatacctatttgatcaatggaaaagcaagatccaggaatcctgacggtagcgactatagtaaaacaccattcacagtatac 





asaaatcaaaagtgattacagctatctattccacataattggtggtacttgtacggtgtgtccagtcagagtgcaaatagagaatcatcttatgacaataattggtgttgatggtagggat 








Y SY LF HIIGGTCTVCPVRVQIENHLMTIIGVDGRD 

acacaaccgaagacagttgcatctgtaacactggcagctggtgagcgagtgcgagttataataaatggaaaaaggacaccgaacaagtactacttctggatacatgcagtaccggtcggt 
T QP K TV AS V TL AA GE R V RV IINGEKRTP NK Y Y F WIHAVPVG6 

M puppe quM A a a A e aaa eb adde hh L e aa ee 
I C ES I L K Nk NV V GE AL LL V ; > ; 





ttcgcectaccatcatgagagaggaatggcggctgtgctaaaagttggacacacgactgacaatccaccccctcccgattacttcccaaaatgttccaactacttggaaactccagaccta 
HT T D.N PP PPDY FP EC SNY LL ET PDE 
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图 1 AE CX MCOA cDNA 序列 及 推导 的 氨基 酸 序 列 
Fig. 1 cDNA and deduced amino acid sequences of MCOA of Sogatella furcifera 
方 框 内 区 域 为 信号 肽 ,阴影 区 域 为 多 铜 氧化 酶 保守 区 域 ,下 划 线 部 分 为 铜 离子 结合 位 点 。The boxed region is the signal peptide, the shaded region 


is the conservative region of the copper oxidase, and the underlined part is the copper ion binding site. 


100 尖 音 库 蚁 淡色 亚 种 Culex pipiens pallens (&CG63789.1) ; 
. D te 
86 白 纹 伊 蚊 Aedes albopictus (XP 019553181.1) 双 翅 目 Diptera 


61 小 菜 蛾 Plutella xylostella (XP 011555576.1) ] EH H Lepidoptera 
100 IMAA Tribolium castaneum (EFA01166.1) 
100 Ceratina calcarata (XP 017888023.1) ] 
金 刻 添 氏 蚁 Wasmannia auropunctata (XP. 011691334.1) 
松 叶 蜂 Neodiprion lecontei (XP_014291986.1) R$ H Hymenoptera 
Jj LEIN Dinoponera quadriceps (XP. 014471746.1) 
HE RHAIN Ooceraea biroi (XP 011330014.1) 
99 温带 臭虫 Cimex lectularius (XP_017888023.1) 
Zi Halyomorpha halys (XP. 014291986.1) . 
100 © HE E. Sogatella furcifera (&QS60677.1) 半 翅 目 Hemiptera 
$ KE Nilaparvata lugens (AKN21382.1) 


#4 E Coleoptera 


59 
100 


0.1 











图 2 邻接 法 构建 的 基于 氨基 酸 序列 的 不 同 昆虫 MCOA 重 白 的 系统 发 育 树 
Fig. 2 Phylogenetic tree of MCO4 proteins from different insect species based on 


the amino acid sequence by neighbor-joining method 
TEWE 1000 次 重复 抽样 符合 聚 类 的 百分数 ; 标 太 表示 每 单位 长 度 位 点 替代 率 。The numbers on the branches represent the percentages 


of times that the species are grouped together in the bootstrap analysis for 1 000 replicates. The scale bar indicates the number of substitutions per site for 





a unit of branch length. 


2.4 AIR MCO4 dsRNA EAKA MCO4 基因 4,6718 d JE; MC04 基因 的 表达 与 对 照 组 相 比 并 没 

相对 表达 量 的 变化 有 显著 下 调 ( 图 4)。 由 于 饲 喂 的 效率 不 高 ,因此 我 
选择 0.5 pg/pL 的 MCO4 dsRNA 浓度 饲 咀 和 白 们 尝试 显 微 注册 法 。 

H Km 3 龄 奋 虫 ,RT-qPCR 检测 结果 表明 , d] 2 
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图 3 H KE MC04 dsRNA 及 GFP dsRNA 合成 电泳 图 
Fig. 3  Agrose gel electrophoresis of dsRNA synthesis of 
MCO4 and GFP of Sogatella furcifera 
M: DL2000 Marker. 
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2 4 6 8 
dsRNA 4i] KZ 
Days after feeding with dsRNA 
图 4 R O0.5 ug/uL MCO4 dsRNA 不 同 天 数 后 
E eg 3 龄 若虫 MCOA mRNA 的 表达 水 平 
Fig. 4 mRNA expression levels of MCO4 in the 3rd instar 
nymphs of Sogatella furcifera fed with 0.5 pg/ nL MCO4 

dsRNA for different days 
图 中 数据 为 平均 值 + 标准 差 。 以 dsGFP 的 表达 量 为 参照 ,将 其 表 
达 量 定 为 1. 0, Data in the figure are mean + SD. The mRNA 
cxpresélon Tevelcaf decir is designated: as; 1:0. 7H:5c e] The saine to 
Fig. 5. 


2.5 显 微 注 射 MCO4 dsRNA E Ei i$ Xil MCO4 
基因 相对 表达 量 的 变化 

HE mU 3 WA EEIT MCO4 dsRNA Jn, 
第 2 天 MCOA 的 表达 水 平 极 显著 降低 (P <0.01)， 
只 有 对 照 组 的 (注射 GFP dsRNA )27.72% ,这 种 基 
因 沉 默 现象 从 注射 后 第 2-8 天 一 直 持 续 。 其 中 第 
4 K MCO4 mRNA 的 表达 水 平 达 到 最 低 , 只 有 对 照 
组 的 5.53% 。 随 后 MCOA 的 表达 水 平 虽 然 有 所 恢 
复 , 但 还 是 被 持续 抑制 ,不 能 恢复 到 正常 水 平 (图 5)。 
2.6 MCO4 基因 沉默 后 对 白 背 飞 虱 若虫 存活 率 的 
影响 

如 图 6 所 示 ,注射 MCO4 dsRNA 2 d 内 ,由 于 注 
射 产 生 的 机 械 损 伤 ,各 组 徊 虫 死亡 率 均 较 高 ;在 注射 
4d 后 ,不 同 注 射 组 间 符 虫 存 活 率 开始 产生 差异 ， 
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mRNA relative expression level 
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Days after microinjection with dsRNA 


图 5 显 微 注射 MCO4 dsRNA ARISACBUG FAT. KA 
3 Wer MCO4 mRNA 的 表达 水 平 
Fig. 9 mRNA expression levels of MCOA in the 3rd instar 
nymphs of Sogatella furcifera after microinjection 
with MCO4 dsRNA for different days 
图 中 数据 为 平均 值 上 标准 差 , 柱 上 双星 号 表示 基因 表达 量 在 处 理 组 
与 对 照 组 (dsCFP) 间 存在 极 显著 差异 (检验 , P «0.01)., Data in 


the figure are mean € SD. The double asterisk above bars indicates 











extremely significant differences in the gene expression level between the 


treatment group and the control group ( dsGFP) (t-test, P «0.01). 
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图 6 AE Cm 3 Weed MCO4 基因 沉默 不 同时 间 
对 其 存活 率 的 影响 
Fig. 6 Effect of silencing MCO4 gene for different time 





on the survival rates of the 3rd instar nymphs 
of Sogatella furcifera 
dsGFP fEANBHTEOSERRZHR ,— Ed rp ZEA FISE + EREE 00g c eos 
处 理 组 与 对 照 组 (CK) 相 比 存活 率 存 在 极 显 著 差 异 ( 上 检验 , P < 


0.01), dsGFP was used as the negative control. Data in the figure are 





mean + SD. The double asterisk indicates extremely significant 
differences in the survival rate between the treatment group and the 
control group ( CK) (t-test, P «0.01). 





dsMCOA Ah EHZ fed RIRA e EK T dsGFP 组 
(阴性 对 照 组 ) 和 CK 组 (P<0.01)。 
2.7 和 白 背 飞 虱 成 虫 取 食 不 同 水 稻 品 种 后 MCO4 X 
因 表达 量 的 变化 

RT-qPCR 技术 检测 白 背 斥 乱 成 暇 分别 取 食 感 
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虫 品种 TN1 及 抗 虫 品种 IR26 和 IR36 24 h 后 其 体 
内 MCO4 基因 表达 量 的 差异 ,结果 显示 取 食 品种 
IR26 与 TNI JHEC, HF Kx a ppm MCO4 基因 
表达 量 极 显著 升 高 (P <0.01); 取 食品 种 IR36 后 ， 
白 背 飞 乱 成虫 体 内 的 MCOA 基因 表达 量 并 无 显著 谈 
化 (P>0.05)( 图 7)。 
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图 7 上 特 背 飞 乱 成 虫 分 别 取 食 水 稳 感 虫 品种 TN 及 抗 时 
品种 IR26 和 IR36 24 h 后 体内 MCOA 表达 量 的 变化 
Fig. 7 Changes in expression levels of MCO4 in 
Sogatella furcifera adults after feeding on the 
susceptible rice variety TN1 and the resistant rice 
varieties IR26 and IR36 for 24 h 
将 取 食 TNI 的 成 虫 (对 照 ) 中 基因 表达 量 定 为 1.0。 图 中 数据 为 平 
均值 上 标准 差 , 柱 上 双星 号 表示 基因 表达 量 在 处 理 组 与 对 照 组 间 存 
在 极 显 著 差 异 (1 检验 , P < 0. 01 ) The gene expression level in 
adults feeding on TN1 (control) is designated as 1.0. Data in the figure 








are mean + SD. The double asterisk above bars indicates extremely 
significant differences in the gene expression level between the treatment 


group and the control group (t-test, P «0.01). 


2.8 白 背 飞 虱 取 食 不 同 水 稻 品 种 后 成 虫 体 重 的 变化 

FH KAARE IR26 EE Suma, tk 
虫 品种 水 稻 TNI 上 取 食 发 育 的 成 虫 相 比 , 雌 、 雄 成 
虫 的 体重 均 显著 低 于 对 照 组 (P <0.05) ,而 在 IR36 
上 发 育 的 成 忠 体 重 与 对 照 组 相 比 并 无 显著 差异 
(P>0.05)( 图 8)。 


3 讨论 











唾液 在 半 却 目 昆 虫 的 取 食 过 程 中 发 挥 着 重要 的 
作用 ,唾液 具有 润滑 口 硕 ARY IA n Ae 
的 作用 ( 黄 志 君 等 ，2007 )。 黑 尾 叶 暗 Nephotettix 
cincticeps 中 多 铜 氧化 酶 通过 参与 唾液 世 的 形成 以 及 
同 植 物 的 酚 类 发 生 聚 合 反 应 来 抵抗 昆虫 的 防御 反 
应 ,辅助 昆虫 的 取 食 行为 (Hattori et al., 2005), H 
育 飞 乱 取 食 寄 主 植物 的 过 程 中 ,唾液 发 挥 着 十 分 重 
要 的 作用 (Cook and Denno, 1994; Hattori et al., 
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图 8 取 食 水 稻 感 虫 品种 TN1 和 抗 虫 品种 IR26 和 
IR36 的 白 背 飞 异 成 虫 体重 差异 
Fig. 8 Difference in the adult body weight of Sogatella 
furcifera feeding on the susceptible rice variety TNI 
and the resistant rice varieties IR26 and IR36 
图 中 数据 为 平均 值 上 标准 差 , 柱 上 星 号 表示 成 虫 体重 在 处 理 组 与 对 
照 组 ( 取 食 TN1) 间 存在 显著 差异 (P<0.05, 1 检验 )。Data in the 


figure are mean + SD. The asterisk above bars indicates significant 








differences in the adult body weight between the treatment group and the 
control group ( feeding on TN1) (P <0.05, t-test). 





2010) , MCO4 基因 可 能 发 挥 着 解毒 或 摄取 汁液 的 生 
理 作 用 ,MCO4 基因 表达 量 的 降低 极 有 可 能 会 导致 
白 背 飞 乱 的 取 食 量 减少 ,进而 引起 发 育 期 的 延长 产 
卵 率 的 减少 以 及 死亡 率 的 提高 (于 飞 等 , 2004)。 之 
前 研究 表明 MCO4 基因 在 白 背 飞 恒 唾液 腺 的 各 个 发 
育 阶段 均 有 表达 , 且 各 阶段 间 表 达 量 并 无 显著 差异 ， 
白 缘 飞 虱 各 个 发 育 阶段 均 靠 刺 吸水 稻 的 蔬 皮 部 来 获 
得 生长 发 育 所 需 的 营养 物质 ( Li et al., 2016)。 

系统 发 育 树 中 的 5 个 目 昆 虫 既 存在 咀嚼 式 口 需 
又 包含 刺 吸 式 口 融 , 然 而 这 5 个 目 昆虫 MCO4 基因 
差异 不 大 ,具有 明显 的 杂 缘 关系 (图 2)。 这 可 能 是 
由 于 MCO4 基因 广泛 存在 于 多 种 昆虫 当中 ,具有 相 
似 的 结构 与 功能 ,长 期 的 进化 导致 MCO4 基因 在 多 
种 昆虫 中 无 显著 差异 (Perutz，1983 )。 同 一 科 的 神 
KAMAR KEH MCO4 蛋白 聚 为 一 文 , 文 持 率 为 
10096 (图 2) 。 

本 研究 以 白 背 飞 乱 MCO4 基因 的 开放 阅读 框 为 
基础 合成 日 背 飞 乱 MCO4 dsRNA, HF E KEA 
同 个 体 取 食 能 力 的 差异 ,以 及 dsRNA 在 室温 下 会 发 
生 一 定 程度 的 降解 等 多 项 因素 的 综合 影响 , 饲 喂 法 
RNAi RIEM ERAF CRAE MCO4 基因 的 表 
达 水 平 ( 图 4)。 而 通过 显 微 注 射 法 导入 MC04 
dsRNA 后 , 靶 标 基因 被 持续 抑制 ,抑制 作用 会 随 着 
时 间 发 生 改 变 , 白 背 飞 乱 若虫 的 MCO4 基因 沉默 现 
象 在 处 理 后 第 2 -8 天 持续 出 现 , 呈 现 出 显 微 注射 前 
期 靶 标 基因 抑制 作用 逐渐 增强 ,达到 峰值 后 有 绥 慢 
减弱 的 趋势 (图 $) 。 随 后 MCO 基因 的 表达 水 平 虽 
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然 有 所 恢复 ,但 仍然 被 持续 抑制 ,不 能 恢复 到 正常 水 
平 。 推 测 是 由 于 显 微 注 射 法 直接 将 dsRNA 注射 到 
位 于 白 背 飞 恒 唾液 腺 的 前 中 是 之 间 的 隔膜 区 域 , 接 
近 唾 液 腺 位 置 ,从 而 抑制 MCO4 基因 的 表达 。 

本 研究 结果 发 现 ,MCO4 基因 沉默 后 的 前 2 d, 
FU Cm 3 龄 和 若虫 的 存活 率 与 对 照 组 相 比 并 无 显著 
差异 ,而 到 第 4 天 MCO4 基因 沉默 后 其 存活 率 始终 
低 于 对 照 组 ,达到 显著 差异 (图 6) ,因此 该 基因 可 能 
是 白 背 发 乱 取 食 过 程 中 的 重要 基因 。 

已 有 的 研究 证 实 水 稻 品 种 IR26 Xha KEARE 
显示 中 到 高 抗 , 抗 性 水 平 不 稳定 ,而 品种 IR36 在 褐 
飞 避 种 群 中 显示 中 抗 ( 吴 采 宗 , 1980)。 本 研究 利用 
RT-qPCR PRW A E KARERE 3 种 水 稻 品 
种 TN1,IR26 和 1IR36 后 ,其 体内 MCO4 基因 的 表达 
情况 。 绪 果 显 示 白 背 飞 乔 取 食 抗 性 水 称 品 种 IR26 
后 ,与 取 食 感 虫 品种 TN1 相 比 ,MCO04 基因 的 表达 发 
生 了 显著 的 变化 (图 7)。 在 IR26 上 生长 发 育 的 白 
背 飞 乔 成虫 体重 显著 低 于 取 食 TNI 的 对 照 组 的 ,与 
1S KELE IR26 上 的 相关 结果 ( 董 必 琴 ，2013 ) 趋势 
相同 。 
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